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RESUMEN 
El potencial anticancerígeno de la especie Chromolaena tacotana ha sido objeto de estudio en los 
últimos años debido a su alto contenido de flavonoides citotóxicos en hojas e inflorescencias. En 
esta investigación se pretende evaluar la actividad de dos chalconas presentes en las inflorescencias 
de la planta, cuyo potencial anticancerígeno no había sido estudiado, la 2’4-dihidroxi-4’,6’-
dimetoxichalcona (CHA1)  y la 2’, 3,4-trihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona (CHA2) sobre las líneas 
celulares de cáncer de colon RKO y HT-29, que difieren por el estado del gen que codifica para la 
proteína p53.  
La actividad citotóxica de los flavonoides fue evaluada mediante el ensayo MTT, en el que ambos 
flavonoides mostraron una actividad citotóxica con valores de IC50 inferiores a los del control 
positivo quercetina. Posteriormente, se identificaron cambios en los microtúbulos y núcleos de las 
células por medio de microscopia de fluorescencia indirecta, evidenciando pérdida de la integridad 
morfológica en las células. Por otra parte, se determinó que los flavonoides inducen pérdida del 
potencial de membrana mitocondrial evaluado cualitativamente mediante el ensayo JC-10. 
Finalmente, se seleccionó la línea celular más sensible a los tratamientos y en esta se identificó la 
activación de las caspasas -3 y -7 que son enzimas que intervienen en el proceso de muerte celular 
apoptótico, asimismo, se realizó la identificación de la proteína p53 que además de estar presente 
en condiciones normales en la célula RKO, también se relaciona con dicho proceso. 
Los resultados indican que tanto CHA1 como CHA2 tienen efecto antiproliferativo en las líneas 
celulares RKO y HT-29, el cual podría estar relacionado con el estado de la proteína p53, puesto 
que se evidenció mayor sensibilidad en la línea celular RKO, además, para esta línea no se 
presentan diferencias significativas en los valores de IC50 calculados para cada flavonoide, lo que 
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indica que la actividad en estas células es independiente de las diferencias estructurales de las dos  
chalconas.  
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INTRODUCCIÓN 
Cáncer es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar 
a cualquier parte del organismo. El cáncer se produce por la transformación de células normales 
en células tumorales en un proceso en varias etapas que suele consistir en la progresión de una 
lesión precancerosa a un tumor maligno (Organización mundial de la salud OMS, 2018). 
Según la Organización Mundial de la Salud (2018) el cáncer de colon es el tercer tipo de cáncer 
con un mayor número de fallecimientos con un total de 774.000 defunciones a nivel mundial; 
siendo el tercero más común en hombres y el segundo más común en mujeres. El Ministerio de 
Salud y Protección Social, reportó en el territorio nacional, para enero del año 2017, el cáncer de 
colon y recto como el tercer tipo de cáncer con mayor número de casos reportados para los hombres 
(7052 casos reportados) y el sexto para las mujeres (8692 casos reportados), con un total de 15744 
casos para ambos sexos y 1802 defunciones, evidenciando un aumento en el número de casos 
respecto a años anteriores de reporte (Fondo Colombiano de Enfermedades de Alto Costo CAC, 
2018). 
Dentro de los tratamientos conocidos para el cáncer de colon, se encuentra el tratamiento 
quirúrgico donde se realiza escisión y extirpación de los tumores malignos. Otro de los 
tratamientos consiste en ofrecer quimioterapia neoadyuvante concomitante con radioterapia a 
pacientes con cáncer de colon utilizando fármacos como 5-fluorouracilo infusional continuo, 5-
fluorouracilo/folinato de calcio, 5-fluorouracilo/leucovorina o capecitabina, sin embargo, estos 
medicamentos  quimioterapéuticos para pacientes con cáncer de colon tienen una alta complejidad 
de prescripción puesto que debe tenerse en cuenta el estadio del tumor (Instituto Nacional de 
Cancerología & Ministerio de Salud y Protección Social, 2013) .  
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Por otra parte, el aumento en la incidencia de la enfermedad, los efectos adversos que producen 
los fármacos antineoplásicos y los cuidados paliativos que se requieren, generan altos costos para 
el sistema de salud colombiano, especialmente en estadios avanzados de la enfermedad (León et 
al., 2013). En el campo de la investigación contra el cáncer, se lograron identificar y aislar 
diferentes moléculas activas a partir de productos naturales que han sido la base para el desarrollo 
de al menos el 32% de los medicamentos aprobados contra el cáncer por la U.S Food and Drug 
Administration (FDA) lo cual muestra la importancia del estudio de productos naturales como 
fuente de fármacos antitumorales para el tratamiento de diversos tipos de cáncer (Borrego et al., 
2016).  
En relación con estudios previos realizados con la especie Chromolaena tacotana se ha 
demostrado que esta planta es una fuente importante de flavonoides con un alto potencial 
farmacológico con efecto anti proliferativo, esto fue comprobado con flavonoides aislados de las 
hojas de la planta que presentaron actividad citotóxica en varias líneas celulares entre ellas, la línea 
celular de cáncer de colon HT-29 (Rodríguez et al., 2018).  
De acuerdo con lo anterior, se hace necesario avanzar en el estudio de otros flavonoides 
provenientes de diversos órganos de la planta como las inflorescencias, de los cuales hay muy poca 
información sobre su potencial farmacológico. De esta manera el presente trabajo buscó resolver 
la siguiente pregunta de investigación ¿Las chalconas 2’4-dihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona y 2’, 
3,4-trihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona aisladas de las inflorescencias de Chromolaena tacotana 
tienen potencial antiproliferativo frente a las líneas celulares RKO y HT-29 de cáncer de colon?   
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1. OBJETIVOS 
1.1 Objetivo general  
Evaluar el potencial antiproliferativo de los flavonoides 2’4-dihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona 
y 2’, 3,4-trihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona aislados de inflorescencias de Chromolaena 
tacotana R.M. King & H. Rob sobre líneas celulares de cáncer de colon (RKO y HT-29).  
1.2 Objetivos Específicos:  
1.2.1 Determinar la actividad citotóxica de los flavonoides 2’4-dihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona 
y 2’, 3,4-trihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona sobre líneas celulares RKO y HT-29 de cáncer de colon 
y sobre la línea celular sana MRC5.  
1.2.2 Evaluar los efectos en la integridad de los microtúbulos y el núcleo de las líneas celulares 
RKO y HT-29 de cáncer de colon. 
1.2.3 Determinar el efecto de los flavonoides sobre el potencial de la membrana mitocondrial de 
las células RKO y HT-29 de cáncer de colon. 
1.2.4 Identificar la posible inducción de apoptosis por la activación de las caspasas -3 y 7 y proteína 
p53 en la línea celular que muestre mayor sensibilidad al tratamiento con los flavonoides.   
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2. MARCO TEORICO 
2.1 Chromolaena tacotana: 
Chromolaena tacotana (Klatt) R.M. King & H. Rob., es una especie endémica de Colombia, 
perteneciente a la familia de las Asteráceas, distribuida en las regiones Andina y Caribe, entre 
400 y 3470 m de altitud. El epíteto alude a la localidad de Tacotá en el departamento del Cauca, 
donde la especie fue recolectada por primera vez. Se distingue por sus arbustos de hasta 2.5 m 
de altura, ramas cilíndricas, algunas veces con corteza vinotinto en vivo o en seco, hojas 
pecioladas e inflorescencias de capítulos corimbosos, tirsoideos o en dicasios compuestos.   
Es conocida como “Almoraduz” en Tolima; “chicharrón” en Cauca y Huila; “chicharrón morado” 
en Cauca; “chilquilla” en Valle del Cauca y “chucha” en Cauca . Dentro de sus usos 
etnobotánicos, es utilizada por su acción anticoagulante sobre heridas, para clamar el dolor de 
estómago, dolores de matriz y vaginitis (Rodríguez, Díaz-Pihedrahíta, & Parra, 2014). 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Ubicación geográfica de Chromolaena tacotana. Recuperado de (Fernández y Chacón, 2012). 
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2.2 Actividad biológica de chalconas 
El término flavonoides denota un grupo muy amplio de compuestos distribuidos en el reino 
vegetal y se encuentran de forma universal en las plantas vasculares. Este grupo está 
caracterizado por poseer una estructura benzo-γ-pirano; denotan gran importancia para el 
desarrollo y buen funcionamiento de las plantas, ya que actúan como atrayentes de animales en 
la oviposición, como agentes protectores contra la luz UV o contra la infección por organismos 
fitopatógenos, entre otras  (Cartaya & Reynaldo, 2001). 
Muchas investigaciones han demostrado que los flavonoides tienen la capacidad de inhibir alguna 
función vital en las células cancerosas. Se han identificado muchos posibles mecanismos de 
acción para estos flavonoides en la prevención del cáncer, que incluyen la actividad 
estrogénica/antiestrogénica, antriproliferativa, inducción del bloqueo del ciclo celular de las 
células cancerosas en una fase determinada y apoptosis, prevención de la oxidación, inducción 
de los enzimas de detoxificación (enzimas de Fase I y Fase II) regulación del sistema inmune y 
cambios en la señalización celular. Se podría esperar que una combinación de estos mecanismos 
pueda ser la responsable del carácter citotóxico que tienen estos compuestos (Martín Gordo, 
2018). 
Las chalconas, son compuestos polifenólicos consideradas como una subclase de los flavonoides 
porque comparten la misma ruta biosintética, se forman por acción de la enzima chalcona sintasa 
y en una reacción posterior de ciclización catalizada por la enzima chalcona isomerasa dan origen 
a los flavonoides. Estas últimas difieren de todos los demás flavonoides por la ausencia de un 
tercer anillo, conocido como anillo C (Lucía, Arango, Consuelo, & Flórez, 2011). 
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Estos compuestos han sido evaluados en los últimos años por tener propiedades biológicas 
destacadas, entre las cuales se encuentran su actividad antibacteriana, antifúngica, 
antiinflamatoria, anticancerígena y antidepresiva. Dichas actividades están determinadas 
dependiendo de la sustitución en los anillos aromáticos en la estructura de la chalcona, de su 
carácter electrodonador o electroaceptor de los sustituyentes sobre el anillo aromático de la 
cetona o del aldehído, llamados anillos A y B, respectivamente (Ramírez, Barajas, Pérez, Sáenz 
, & Silva, 2012). 
Con respecto a los flavonoides objeto del presente estudio, ambos son de tipo chalcona, y su 
principal diferencia estructural es la presencia de sustituyentes en el anillo B, ya que el flavonoide 
2’,3,4-trihidroxi- 4’,6’-dimetoxichalcona presenta dos sustituyentes tipo hidroxilo en el anillo B 
mientras que  2’4-dihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona solo presenta un sustituyente tipo hidroxilo 
en el  anillo B (Bello & Camargo, 2018). 
La información acerca de su actividad citotóxica es limitada; se ha identificado actividad 
biológica para el compuesto 2’4-dihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona, también presenta cierta 
actividad antioxidante; se tiene referencia de la presencia de un isómero de este flavonoide en las 
partes aéreas de la planta Portulaca olaracea, en donde fue aislado y demostró una actividad 
citotóxica con un IC50 de 1,6 μg/mL frente a la línea celular SGC-7901 (cáncer gástrico) siendo 
uno de los más potentes compuestos obtenidos de esta planta (Yan et al, 2012). 
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Figura 2. Estructura de 2’4-dihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona (CHA1). Recuperado de (Bello & Camargo, 2018).  
También hay algunas investigaciones de actividad biológica para el flavonoide 2’,3,4-trihidroxi- 
4’,6’-dimetoxichalcona (CHA2), reportando una alta actividad antioxidante, atribuida a la 
presencia de sustituyentes orto di-OH en el anillo B confiriéndole una alta polaridad (Bello & 
Camargo, 2018).  
 
 
 
 
Figura 3. Estructura de 2’,3,4-trihidroxi- 4’,6’-dimetoxichalcona. Recuperado de (Bello & Camargo, 2018).  
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2.3 Cáncer de colon 
El cáncer, es una enfermedad caracterizada por la proliferación anormal y desordenada de células 
que conduce al crecimiento descontrolado de un tumor maligno en un determinado tejido u órgano 
(Instituto Nacional de cancerología, 2013). Según el Ministerio de Salud y Protección Social, esta 
enfermedad es considerada un problema de salud pública en Colombia. El número de enfermos y 
personas muertas por esta causa ha ido en aumento en los últimos años; las cifras dictan que cerca 
de 96 personas mueren cada día en Colombia por causa del cáncer (Ministerio de Salud y 
Protección Social, 2012). 
El cáncer de colon se define como el tumor que se desarrolla en la pared interna del colon 
originándose inicialmente en la mucosa y a medida que progresa compromete la pared en 
profundidad, la mayoría de estos tumores se originan en pólipos que son levantamientos de la 
mucosa. Cuando las células cancerosas se encuentran en la pared, éstas pueden crecer hacia los 
vasos sanguíneos o los vasos linfáticos, desde donde las células cancerosas pueden desplazarse a 
distintas partes del cuerpo (Instituto Nacional de Cancerología, 2015). 
Existen tres vías de carcinogénesis bien caracterizadas para este tipo de cáncer:  la vía supresora 
(o inestabilidad cromosómica), la vía mutadora (o inestabilidad de microsatélites), y el fenotipo 
CIMP (CpG Island Methylator Phenotype). La vía supresora es la más frecuente y se caracteriza 
por la presencia de anomalías cromosómicas con pérdidas y ganancias alélicas. Estas alteraciones 
promueven la carcinogénesis mediante la inactivación de genes supresores de tumores (APC, 
SMAD4, DDC y TP53) y el aumento del número de copias de oncogenes. La vía mutadora supone 
una vía alternativa a la supresora, en la que el mecanismo de carcinogénesis es el acúmulo de 
mutaciones en el genoma por un defecto en el llamado sistema de reparación del ADN, compuesto 
 Vicerrectoría de Investigaciones U.D.C.A | Formato de Presentación proyecto de grado 
Página 22 
por cuatro genes (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2) . Por último, la inactivación transcripcional 
mediada por metilación de las citosinas localizadas en las llamadas islas CpG del promotor de 
determinados genes supresores de tumores es un mecanismo importante en la carcinogénesis 
humana (Balaguer, Piñol & Castells, 2012).   
La tasa de mortalidad (el número de muertes por 100.000 personas cada año) a causa de cáncer 
colorrectal ha disminuido tanto en hombres como en mujeres desde hace varias décadas. Es posible 
que una de las razones se deba a que actualmente los pólipos colorrectales se descubren con más 
frecuencia mediante pruebas de detección y se extirpan antes de que se transformen en cáncer o se 
detectan más temprano cuando es más fácil tratar la enfermedad. Además, el tratamiento del cáncer 
colorrectal ha mejorado durante las últimas décadas. A pesar de que la tasa general de mortalidad 
ha comenzado a descender, las muertes por cáncer colorectal entre las personas de menos de 55 
años ha aumentado 1% por año desde 2007 y 2016 (American Cancer Society, 2019). 
Por otra parte, para dicha patología, se han logrado diferenciar células tumorales con una gran 
heterogeneidad genética. Estas alteraciones de las células tumorales pueden ser metabólicas y/o 
genéticas (Juárez & Rosales, 2014). Entre las líneas celulares que se han logrado diferenciar, dos 
han sido inmortalizadas y ampliamente utilizadas por investigadores, estas son la HT-29 y RKO. 
La línea celular HT-29 se estableció en 1964 a partir del tumor primario de una mujer caucásica 
de 44 años con adenocarcinoma colorrectal. Es una línea celular con morfología epitelial, capaz 
de formar tumores de grado I bien diferenciados; las células expresan receptores de uroquinasa, 
son negativas para CD4, y p53 está sobre producido con mutaciones identificadas en el codón 273 
que resulta en una sustitución arginina-histidina (Martínez, Miralles & Recio, 2015). 
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Figura 4. Estadísticas de la incidencia de cáncer de colon para el año 2018 a nivel mundial . Recuperado de 
(GLOBOCAN, 2018). 
En cuanto a la línea celular RKO, es una línea celular de carcinoma de colon poco diferenciada 
desarrollada por Michael Brattain; expresa receptores de uroquinasa y posee el oncogén p53; hay 
pocos reportes de caracterización de esta línea celular (Bath et al., 1997). 
El gen p53 es un tipo de gen supresor de tumores. A partir de este gen se sintetiza una proteína, 
que lleva el mismo nombre y se activa cuando la célula se dispone a dividirse, para vigilar la 
secuencia normal de acontecimientos genéticos que permiten la proliferación celular. Si este gen 
p53 sufre alguna mutación, no permite que la célula sea eliminada mediante la muerte programada, 
tampoco se ocupa de reparar los daños en el ADN y da lugar al inicio del proceso tumoral. Este 
gen es el más frecuentemente mutado en los cánceres humanos, más de un 50 % de los tumores 
tienen genes p53 anormales, produciéndose una proteína, y haciendo que las células cancerosas se 
multipliquen y se diseminen por el cuerpo (Cortez, 2016).  
Con respecto al tratamiento, en los pacientes en los que la resección quirúrgica ha sido radical y 
no hay evidencia de diseminación a otros órganos, es conveniente efectuar un tratamiento 
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complementario con el fin de reducir la tasa de reaparición en la misma zona donde se localizaba 
el tumor de origen o a distancia del mismo y, consecuentemente, mejorar la supervivencia. El 
tratamiento complementario incluye la quimioterapia y/o la radioterapia. En relación con el cáncer 
de colon, la administración intravenosa de 5-fluoruracilo (5-FU) modulado con ácido folínico y 
asociado a oxaliplatino mejora tanto el intervalo libre de enfermedad como la supervivencia 
especialmente en pacientes con tumores en estadio III (Balaguer et al., 2012).  
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3. METODOLOGÍA DE LA INVESTIGACIÓN 
La determinación de la actividad antiproliferativa de las chalconas involucra el análisis de 
diferentes variables entre esta citotoxicidad, cambios morfológicos y activación de marcadores 
directos del proceso de muerte celular de apoptosis. De esta manera, en el presente trabajo de 
investigación se planteó la siguiente metodología:  
3.1 Obtención de flavonoides 
Los flavonoides objeto del presente estudio, fueron proporcionados por el grupo de investigación 
de productos naturales PRONAUDCA, de la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales 
quienes previamente los aislaron a partir de las inflorescencias de la especie vegetal Chromolaena 
tacotana R.M. King & H. Rob. Estos compuestos, fueron identificados como 2’4-dihidroxi-4’,6’-
dimetoxichalcona (CHA1) y 2’, 3,4-trihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona (CHA2). La elucidación 
estructural de los mismos se realizó mediante espectros 1H RMN, 13C RMN APT, HMQC, HMBC 
y UV-Vis (Bello & Camargo, 2018). 
3.2 Determinación de la viabilidad celular mediante el ensayo MTT 
 Los efectos citotóxicos de CHA 1 y CHA 2 sobre las líneas celulares RKO, HT-29 de cáncer de 
colon, y adicionalmente la línea celular sana MRC5 fueron determinados mediante el ensayo MTT, 
basado en la reducción metabólica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5difeniltetrazol, 
realizada por la enzima succinato-deshidrogenasa, permite determinar el posible efecto toxico de 
un agente sobre las líneas celulares tumorales (Denizot & Lang, 1986).   
Las líneas celulares correspondientes, fueron inicialmente sembradas en cajas de cultivo T25, y 
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mantenidas en medio de cultivo DMEM para HT-29 y EMEM (Lonza) para RKO y MRC5, 
enriquecidos con 10% de SFB y 1% de antibiótico penicilina/streptomicina (Lonza), bajo 
incubación a 37 °C y 5% de CO2. 
Para la realización del ensayo se sembraron entre 7000 y 8000 células por pozo (cantidad 
aproximada para un 70% de confluencia) en placas de 96 pozos y se incubaron a 37ºC y 5% de 
CO2 durante 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo de incubación se realizó el tratamiento por 
triplicado de cada chalcona en un intervalo de concentración entre 0 y 70 μg/mL, llevando a 
incubación nuevamente durante 48 horas. Como controles positivos se utilizaron el Paclitaxel 
(Taxol) y la quercetina a los valores de IC50 determinados previamente bajo las mismas 
condiciones de incubación, y como control negativo se utilizó medio de cultivo con 1% de DMSO.  
El medio de cultivo se retiró de la placa y se adiciono 0,5 mg/mL del reactivo MTT en cada pozo, 
llevando a incubación durante 4 horas. Posteriormente se retiró el reactivo para adicionar 100 µL 
de DMSO en cada pozo con el fin de disolver los cristales formados. 
La lectura de los resultados obtenidos se realizó en un lector de microplacas Bio-Rad Modelo 680, 
a una longitud de onda de 595 nm. Una vez obtenidas las absorbancias, se llevó a cabo el análisis 
matemático para la determinación del porcentaje de viabilidad celular a través de la siguiente 
fórmula:  
% 𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟: 100 −  
𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 
𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
∗ 100      
Posteriormente se determinó el IC50, que corresponde a la concentración en donde se observa una 
disminución del 50% de la población celular, utilizando para ello una regresión no lineal, además 
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de esto, se determinó el índice de selectividad frente a la línea celular sana MRC5 (fibroblastos de 
pulmón), mediante la siguiente ecuación:  
𝐼𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑠𝑒𝑙𝑒𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑: 
𝐼𝐶50 𝑙𝑖𝑛𝑒𝑎 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 𝑠𝑎𝑛𝑎
𝐼𝐶50 𝑙𝑖𝑛𝑒𝑎 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 𝑐𝑎𝑛𝑐𝑒𝑟𝑖𝑔𝑒𝑛𝑎
 
Por último, se realizó un análisis de varianza (ANOVA) y test de Tukey con los datos de IC50 
obtenidos, mediante el programa GraphPad Prism 8, para determinar si las diferencias en los 
valores son estadísticamente significativas.  
3.3 Ensayo de Inmunofluorescencia indirecta para la evaluación de cambios en la 
morfología celular   
En placas de 96 pozos se sembró 7000 células por pozo de la línea celular correspondiente, se 
incubó a 37 °C y 5% de CO2 durante 24 horas. Luego se adicionó cada flavonoide por triplicado 
en un intervalo de concentración de 2 µg/mL y se llevó a incubar por 24 horas, utilizando como 
control positivo Paclitaxel en una concentración de 0,02 µg/mL. Pasado este tiempo, se retiró el 
medio y se fijaron todas las células con metanol (MetOH) absoluto a -20°C durante 10 minutos y 
luego con acetona durante 20 segundos, realizando el procedimiento en frio.  
Posteriormente se adiciono a cada pozo el anticuerpo primario monoclonal anti α-tubulina (Sigma-
Aldrich) en relación 1:2000 con BSA al 5% el cual se incubó por 12 horas a 4°C, pasado este 
tiempo, se realizaron lavados con TTBS durante 5 minutos con agitación a 70 rpm.  Posterior a los 
lavados, se adicionaron 80 µL del anticuerpo secundario anti-mouse Alexa flúor 488 (LifeTech 
A11001), en una relación 1:700 anticuerpo/BSA 2,5%. Se dejo en incubación en la oscuridad 
durante 2 horas y posteriormente se realizaron 3 lavados con TTBS durante 5 minutos manteniendo 
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agitación a 100 rpm.  
La tinción de los núcleos se realizó con 50 µL de DAPI (Invitrogen) en una concentración de 1 
μg/mL en solución 3:1 con Vectashield dejándolo actuar a temperatura ambiente en la oscuridad 
por 15 min, para posteriormente realizar la lectura de la placa, empleando un Microscopio de 
epifluorescencia (Motic AE31). Las imágenes fueron capturadas con MoticCamPro 282A y 
analizadas usando el software Motic Image plus 2.0 (Baez & Olaya, 2018).  
3.4 Detección de cambios en el potencial de membrana mitocondrial  
Para realizar este ensayo, se realizó la siembra de aproximadamente 150.000 células por pozo de 
las células correspondientes en placas de 24 pozos, procediendo a su respectiva incubación a 37ºC 
y 5% de CO2 durante 24 horas, para permitir la adhesión celular. Posteriormente, fue realizado el 
tratamiento con los compuestos a evaluar (CHA1 y CHA2) a una concentración de 3 μg/mL 
llevando a incubación durante 16 horas a 37ºC y 5% de CO2. Como control positivo, se utilizó 
valinomicina a una concentración de 100 nM, se realizó el tratamiento y se llevó a incubación por 
1 hora a 37ºC.  
Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS y se adicionaron 200 µL de la solución fresca 
de tinción JC-10 en una relación 1:250 con medio de cultivo a 37°C a partir de la solución stock a 
una concentración de 5 mg/mL. Las células se incubaron por 30 minutos, una vez transcurrido este 
tiempo, se observó la fluorescencia, empleando un Microscopio de epifluorescencia (Motic AE31). 
Las imágenes fueron capturadas con MoticCamPro 282A y analizadas usando el software Motic 
Image plus 2.0 (Méndez, Leone, Tanzarella & Antoccia, 2014). 
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3.5 Identificación de proteínas apoptóticas mediante el ensayo western blot  
Se identificaron las proteínas p53, caspasa-3 y caspasa-7, involucradas en el proceso de muerte 
celular apoptótico, utilizando como marcador de carga la proteína alfa-tubulina. El ensayo fue 
realizado únicamente para la línea celular más sensible al tratamiento con los flavonoides, teniendo 
en cuenta los resultados de los anteriores procedimientos.  
En cajas de Petri, se sembraron aproximadamente 2’000.000 de cada una de las líneas celulares, 
realizando el respectivo tratamiento con los flavonoides a una concentración de 5 µg/mL y 
utilizando como control positivo vincristina a una concentración de 100 µg/mL. Se recolectaron y 
lavaron las células luego de 48 horas de tratamiento.  
Posteriormente, se adicionó a las células 40 µL de buffer de lisis (Tris HCl pH 8,0 20 mM, NaCl 
137 mM, glicerol 10%, NP-40 1%, EDTA 10 Mm, PMSF, CK) , se aplicó vortex y se incubaron a 
4ºC durante 30 minutos, para luego obtener el extracto soluble total proteico por centrifugación 
durante 20 minutos a 10000 rpm a 4ºC. La cuantificación de la proteína se realizó mediante el 
método de BCA que consiste en la reacción colorimétrica del ácido bicinconinico en una reacción 
entre las proteínas con el ion Cu+ en medio alcalino formando un complejo que absorbe a una 
longitud de onda de 562 nm (PB-L, sf)  , posteriormente se compararon los datos de absorbancia 
con los datos obtenidos en la curva de calibración realizada con BSA en un rango de concentración 
de 0 a 60 µg/ µL a la longitud de onda mencionada anteriormente.  
Una vez cuantificadas las muestras se prepararon 25 µL de las mismas,  que contenían 25 µg de 
proteína y 4 µL de buffer reductor y se llevaron a calentamiento durante 5 minutos, para 
posteriormente, centrifugar a 4000 rpm por 5 minutos a 4ºC. Se realizo electroforesis en gel de 
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poliacrilamida SDS-page al 11% con buffer de corrida 1X (Tris-Base-Glicina)  pH 8.3, sembrando 
20 µL de la muestra correspondiente en cada pozo, con un voltaje de 150V. 
Al finalizar la corrida, se realizó la transferencia de las proteínas mediante difusión simple, 
poniendo los geles en contacto con una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) y papel 
filtro, realizando la formación de un ‘’sandwich’’, llevando a electroforesis en buffer de 
transferencia  (Tris-base/Glicina) 1X  pH 8.3 con 20% de metanol absoluto, durante 90 minutos a 
100V.  
Posteriormente se realizó un bloqueo de los sitios inespecíficos en las membranas con BSA al 5% 
y se adicionó el anticuerpo primario correspondiente para cada proteína: anti-α-tubulina (Sigma-
Aldrich; 1:2000), anti-caspasa-7 (Gene-Tex Ref: GTX70214; 1:1000), anti-caspasa-3 (Thermo 
Ref: 9H1912; 1:800) y P53 (Gene-Tex Ref:GTX70214; 1:1500) llevando a agitación toda la noche. 
Transcurrido este tiempo se realizaron lavados con TTBS para adicionar el correspondiente 
anticuerpo secundario anti-Mouse IgG (Sigma-Aldrich) para caspasa- 7, p53 y α-tubulina y anti-
Rabbit IgG (Cell signaling), para caspasa-3 en una relación 1:1500 dejando en incubación durante 
1 hora a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se lavaron las membranas con TTBS y 
se adicionaron 4 mL de solución DAB al 1 % que actúa como sustrato cromogénico, dejando en 
incubación hasta evidenciar la presencia de las bandas.  
Finalmente, se realiza la cuantificación y comparación de las densidades de las bandas utilizando 
el software Image J.  
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4. RESULTADOS Y DISCUSION 
4.1 Evaluación de la viabilidad celular 
Los flavonoides CHA1 y CHA2, indujeron disminución de la viabilidad celular en las líneas 
evaluadas (Figura 5). Se realizo una regresión no lineal para estimar su actividad mediante el 
cálculo del valor de IC50. Las ecuaciones de la gráfica se muestran en el anexo 1. 
 
 
Figura 5.  Efectos sobre la viabilidad celular de los flavonoides CHA1, CHA2 y Quercetina (Control positivo) en las 
líneas celulares HT-29 y RKO. 
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Los resultados obtenidos muestran que la actividad de los flavonoides es diferente en cada línea 
celular.  El flavonoide con mayor efecto en la viabilidad celular frente a la línea celular RKO fue 
CHA 2, mientras que para la línea celular HT-29 el flavonoide con mayor actividad fue CHA 1 
(Tabla 1).  
 IC50 
QUERCETINA 
IC50 
CHA1 
IC50 CHA2 
RKO 60.68 8.70 8.53 
HT-29 143.8 10.08 11.99 
Tabla 1. Valores de IC50 (µg/mL) para los flavonoides CHA1, CHA2 y para el control positivo quercetina en las 
líneas celulares RKO y HT-29. 
Los datos obtenidos en este ensayo demuestran que los compuestos a evaluar ejercen un mayor 
efecto citotóxico que el control positivo quercetina para ambas líneas celulares; es importante 
destacar que la quercetina es un compuesto bioactivo con propiedades antiinflamatorias, 
antioxidantes y anticancerígenas. La investigación realizada por Kim et al. (2015), demuestra que 
este compuesto inhibe el crecimiento de la línea celular HT-29, además de disminuir la expresión 
de Bcl-2 de manera dependiente a la concentración.  
El análisis estadístico realizado (Anexo 2) demuestra que los valores IC50 entre las líneas celulares 
evaluadas presentan diferencias significativas arrojando un valor de p<0.001; sin embargo, los 
valores de IC50 para CHA1 y CHA2 en la línea celular RKO no presentan diferencias significativas 
entre ellos (Figura 6).  
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Figura 6. Análisis estadístico de los IC50 para las líneas celulares HT-29 y RKO 
Las diferencias significativas en cuanto a la actividad de las chalconas frente a las líneas celulares, 
puede explicarse por las características específicas de cada línea celular que pueden jugar un papel 
fundamental en el posible mecanismo de acción que tengan estos compuestos. Ambas líneas 
celulares, pertenecen a una misma patología, sin embargo, poseen características diferentes, como 
por ejemplo la sobreproducción y mutación del gen p53 y el tipo de tumores que forma la línea 
celular HT-29. Esta sobreproducción puede estar relacionada con la ruta de muerte celular que 
sigue la célula y la resistencia que pueda tener frente a ciertos factores; si p53 sufre alguna 
mutación, ocurrirá un aumento en la inestabilidad genética y cromosómica, caracterizada por un 
incremento en la frecuencia de amplificaciones génicas, rearreglos cromosómicos o mutaciones 
que impidan que se dé la muerte celular programada (Rangel, Piña & Salcedo, 2006). Lo anterior, 
podría explicar valores de IC50 mayores en la línea celular HT-29, como se evidenció en los 
resultados. 
Por otra parte, que el efecto antiproliferativo de las chalconas presente diferencias significativas 
en comparación con el control positivo, puede explicarse principalmente por sus características 
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estructurales. Las chalconas han sido identificadas como compuestos de gran potencial 
farmacológico, debido a que son considerados como precursores de otro tipo de flavonoides. 
Varias investigaciones sugieren que su actividad biológica depende del patrón de sustitución en 
los dos anillos aromáticos (Mora, 2011); para este caso puntal, ambas chalconas tienen 
sustituciones de grupos metoxilo e hidroxilo en sus anillos aromáticos, difiriendo únicamente en 
un grupo hidroxilo extra en el anillo B (para el caso de CHA 2) por lo cual se puede deducir una 
actividad biológica importante.  
Los grupos hidroxilos aromáticos presentes en la estructura de ambos compuestos, son 
relativamente reactivos, por lo que permite el establecimiento de puentes de hidrógeno o uniones 
covalentes y la posibilidad de formar complejos con iones metálicos, limitando así  la actividad de 
estos iones para interactuar con proteínas, para hacerlo con moléculas más simples como lo son 
radicales,  o intervenir en reacciones de oxidación y reducción, dando como consecuencia la 
pérdida de funciones en la célula, lo cual podría desencadenar a factores de estrés, provocando así 
la muerte celular (Castro & Cambeiro, 2003). 
De acuerdo a lo anterior, se puede inducir que entre mayor cantidad de grupos hidroxilo mayor 
será su actividad, por lo que CHA 2 debería exhibir valores menores de IC50, sin embargo, los 
resultados obtenidos demuestran una mayor actividad de CHA2 para la línea celular RKO con una 
diferencia no significativa estadísticamente entre el valor arrojado para CHA1; para la línea celular 
HT-29 CHA1 mostró un valor de IC50 menor que CHA2 con una diferencia estadísticamente 
significativa. Esto podría indicar que la diferencia estructural entre los compuestos no condiciona 
su actividad citotóxica y las diferencias entre líneas celulares pueden ser fundamentales para el 
mecanismo de acción de estos flavonoides.  
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Pese a que no hay información específica de estas dos chalconas acerca de un posible mecanismo 
de citotoxicidad, la literatura reporta que varios flavonoides de este tipo poseen gran potencial 
antitumoral, ya que dentro de los mecanismos recopilados por Karthikeyan et al (2015), las 
chalconas podrían actuar al inhibir moléculas esenciales para la supervivencia y proliferación de 
las células tumorales como las quinasas. 
Por otra parte, se calculó el índice de selectividad de los compuestos frente a las líneas celulares, 
mostrados en la figura 7. Este valor es una medida relativa que indica la selectividad de la sustancia 
en la línea tumoral,  siendo  mayor a 1 cuando la citotoxicidad para las células tumorales supera a 
la citotoxicidad en las células normales (Zavala et al., 2006).  
En este caso, se utilizó como valor de referencia el IC50 de cada chalcona obtenido para la línea 
celular sana MRC5 ; los valores de índice de selectividad para ambas líneas celulares y ambos 
compuestos son mayores a la unidad, lo que indica que ambos flavonoides son más citotóxicos 
para las células tumorales que para las células sanas, sin embargo, es importante resaltar que los 
valores de índice de selectividad de CHA 2 fueron más bajos para ambas líneas celulares. 
Das y Manna (2016) informan que los flavonoides de tipo chalconas tienen varias ventajas, como 
una pobre interacción con el ADN y un bajo riesgo de mutagenicidad, que podría interpretarse 
como un factor de protección frente a líneas celulares sanas. 
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Figura 7.  Valores de índice de selectividad de CHA1 y CHA2 frente a la línea celular sana MRC5. 
 
4.2 Evaluación en cambios morfológicos en las líneas celulares por el método de 
inmunofluorescencia indirecta 
En este ensayo, mediante el cual se detecta un antígeno por un anticuerpo secundario conjugado 
con fluoróforo y reconoce un anticuerpo primario no marcado unido al antígeno de interés 
(Saldanha & Jalali, 2017) , se evidenciaron los cambios morfológicos producidos por las chalconas 
en los microtúbulos y núcleo de las líneas celulares RKO y HT-29 , como se muestra en la figura 
8 y 9 respectivamente.  
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Figura 8.  Micrografías de inmunofluorescencia, mostrando efectos en el núcleo (DAPI) y en los microtúbulos (FITC) 
sobre células tumorales RKO después de los tratamientos con CHA1 y CHA2 . 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9.  Micrografías de inmunofluorescencia mostrando efectos en el núcleo (DAPI) y en los microtúbulos (FITC) 
sobre células tumorales HT-29 después de los tratamientos con CHA1 y CHA2. 
Control negativo              Control positivo                    CHA 1                          CHA 2 
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De acuerdo a los resultados mostrados anteriormente, se puede evidenciar que ambos tratamientos 
inducen variaciones en la morfología celular tanto para RKO como para HT-29, observando 
afectación tanto en el microtúbulo como en el núcleo, así como muerte celular.   
La muerte celular, puede predecirse, de manera preliminar, por la morfología que presente la 
célula: la apoptosis se manifiesta por condensación nuclear y picnosis, con reducción del volumen 
citoplasmático, fragmentación celular tardía y fagocitosis, además de presentar una cromatina 
condensada en figuras compactas, a menudo globulares o con forma de medialuna. La autofagia 
está caracterizada por la vacuolización autofágica del citoplasma. La necrosis o muerte 
citoplasmática, se caracteriza por una desintegración general con pérdida de los organelos (De 
Toro, 2006).   
En los controles positivos y en las líneas celulares tratadas con las chalconas, se puede evidenciar 
morfologías como las descritas anteriormente para el proceso de apoptosis (indicadas en las figuras 
con una flecha roja)  por lo que se infiere una posible inducción a este proceso de muerte celular 
por parte de los flavonoides.  
Las alteraciones morfológicas de la muerte celular apoptótica que afectan tanto al núcleo como al 
citoplasma son notablemente similares en todos los tipos y especies celulares, razón por la cual en 
ambos tipos de células se encuentran semejanzas morfológicas en cuanto al daño celular (Wong, 
2011). 
Por otra parte, en ambas líneas celulares RKO y HT-29 tratadas con CHA1 y CHA2 se evidencia 
una perdida en la integridad del microtúbulo, observando alargamiento, fragmentación y perdida 
del mismo, siendo más notorias con la línea celular RKO; las anteriores características pueden 
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atribuirse a una inestabilidad dinámica causada por dicho tratamiento en donde los microtúbulos 
ante el estrés celular se polimerizan y despolimerizan de manera repentina o descontrolada, 
generando su fragmentación, separación de células vecinas o alargamiento (Goodson & Jonasson, 
2018).   
Las propiedades dinámicas de los microtúbulos son fundamentales para que las funciones celulares 
de los mismos sean llevadas a cabo correctamente; estas estructuras juegan un papel crucial en el 
desarrollo y mantenimiento de la forma celular, en el transporte de vesículas, mitocondrias y otros 
componentes celulares, además de participar en la señalización celular y en la división, 
especialmente en el proceso de formación del huso mitótico durante la mitosis celular. El daño en 
el microtúbulo debido a inestabilidades desencadena un bloqueo en la progresión normal del ciclo 
provocando que la célula salga de mitosis de manera aberrante y entre en apoptosis (Trigili, 2013). 
Con respecto a los núcleos, se observa un tamaño irregular para ambas líneas celulares tanto para 
CHA1 como para CHA2; este cambio morfológico puede ocurrir debido al estímulo por parte de 
los tratamientos realizados, provocando que el poro de transición de permeabilidad se abra. Este 
poro está relacionado con la inducción de la muerte celular, dado que al abrirse provoca la pérdida 
del potencial transmembranal interno y de ATP, permitiendo el ingreso de agua y demás solutos 
al citosol, lo cual produce un hinchamiento, precediendo a un proceso apoptótico (Reyes & Tellez, 
2016). 
4.3 Detección de cambios en el potencial de membrana mitocondrial 
En este ensayo, se evalúa la pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Δψ M), que es un 
parámetro importante de la función mitocondrial utilizado como indicador de la salud celular. Se 
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utiliza el reactivo JC-10, que es un colorante catiónico lipofílico que puede ingresar selectivamente 
en las mitocondrias y cambiar reversiblemente el color de verde a rojo a medida que aumenta el 
potencial de membrana (G-Biosciences, sf) . Los resultados obtenidos (Figura 10 y 11),  se 
analizaron mediante canales de fluorescencia FITC y Texas RED; las imágenes muestran perdida 
de fluorescencia en los agregados rojos para ambas líneas celulares con los tratamientos de CHA1 
y CHA2, evidenciando además los agregados de color rojo son menores en CHA2 que en CHA1 ; 
esto se traduce en una pérdida del potencial mitocondrial por despolarización de la membrana. Lo 
anterior indica que ambas chalconas inducen a daños celulares que pueden desencadenar en la 
muerte celular.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Micrografía de inmunofluorescencia que muestra la pérdida de potencial mitocondrial en la línea celular 
RKO con los tratamientos de los flavonoides CHA1 y CHA2. 
Control negativo             Control positivo                   CHA1                               CHA2 
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Figura 11. Micrografía de inmunofluorescencia que muestra la pérdida de potencial mitocondrial en la línea celular 
HT-29 con los tratamientos de los flavonoides CHA1 y CHA2. 
El reactivo JC-10, en células normales se concentra en la matriz mitocondrial donde forma 
agregados fluorescentes rojos. Sin embargo, en células apoptóticas y necróticas, JC-10 se difunde 
fuera de las mitocondrias y cambia a forma monomérica tiñendo las células en fluorescencia verde 
(G-Biosciences,sf).  
La muerte celular programada se caracteriza por la interrupción de las mitocondrias activas en las 
primeras etapas. Las alteraciones mitocondriales pueden incurrir a cambios en el potencial de 
membrana y en el potencial de oxidación-reducción de las mitocondrias. Se supone que los 
cambios en el potencial de membrana se deben a la apertura del poro de transición de 
permeabilidad mitocondrial (MPTP), lo que permite el paso de iones y moléculas pequeñas. Por 
otra parte, la apertura del canal en la membrana interna genera que se disipe el gradiente de H+ a 
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través de la membrana, desacoplando la cadena respiratoria de la producción de ATP, lo que genera 
que se hinche la matriz dándose la ruptura de la membrana externa permitiendo la salida de las 
moléculas proapoptóticas (Arboleda & Sánchez, 2008).  
4.4 Identificación de proteínas apoptóticas mediante Western blot 
Para este ensayo, únicamente se utilizó la línea celular RKO, debido a que fue la que presento una 
mayor sensibilidad a los tratamientos con los flavonoides en los ensayos realizados anteriormente. 
Se identifico la presencia de proteínas involucradas en el proceso de apoptosis, como p53, caspasa-
3 y caspasa-7. Como control de carga, se utilizó el marcador alfa tubulina con el fin de normalizar 
las señales de las proteínas de interés (Johnson, 2012).   
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Lectura y densidades de bandas de western blot para la identificación de proteínas de interés para la línea 
celular RKO tratadas con CHA1 y CHA2.   
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Como se muestra en la figura 11, se evidencian las bandas características de las proteínas de interés 
para ambos tratamientos después de 48 horas, por lo cual se puede decir que los flavonoides 
inducen el proceso de muerte celular apoptótica.  
Las caspasas son endoproteasas que hidrolizan los enlaces peptídicos en una reacción que depende 
de los residuos de cisteína catalítica en el sitio activo de la caspasa y ocurre solo después de ciertos 
residuos de ácido aspártico en el sustrato. Aunque el procesamiento mediado por caspasa puede 
provocar la inactivación del sustrato, también puede generar moléculas de señalización activas que 
participan en procesos ordenados como la apoptosis (Mcllwain, Berger & Mak, 2013).     
Con frecuencia se distinguen dos cascadas de señalización apoptóticas independientes: la vía 
extrínseca e intrínseca. La vía extrínseca a menudo se desencadena por la unión de ligandos de 
receptores de muerte extracelulares como el ligando Fas (FasL) y el ligando inductor de apoptosis 
relacionado con TNF (TRAIL) a sus respectivos receptores transmembrana. La señal de muerte se 
transmite al citosol mediante la agrupación de receptores, lo que conduce al reclutamiento y 
activación de caspasa-8 y -10. Una vez activadas, las caspasas-8, -9 y -10 procesan las caspasas 
ejecutoras 3 y -7. Las caspasas-3 y -7 maduras cortan un gran conjunto de sustratos, que finalmente 
dan como resultado las características morfológicas y bioquímicas características de la apoptosis, 
como la exposición a fosfatidilserina, la condensación nuclear y la fragmentación del ADN 
genómico (Lamkanfi & Kanneganti, 2010).  
La apoptosis está conducida por dos clases de proteasas especializadas, las caspasas iniciadoras y 
las caspasas efectoras. Las caspasas-3 y 7 hacen parte del grupo de caspasas efectoras (Angosto, 
2003); las caspasas efectoras son responsables de iniciar las características de la fase de 
degradación de la apoptosis, incluida la fragmentación del ADN, la contracción celular y la 
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formación de ampollas en las membranas. La caspasa-3 puede inhibir la producción de especies 
reactivas de oxígeno y es la caspasa efectora necesaria para la muerte celular eficiente. En 
contraste, la caspasa-7 no tiene un papel significativo en la sensibilidad a la muerte celular 
intrínseca, pero es responsable de la producción de especies reactivas de oxígeno y el 
desprendimiento de células (Brentnall et al., 2013).  
Por otra parte, las densidades de las bandas calculadas (Figura 11),  muestran que la densidad del 
control de carga se mantiene constante en cada una de las muestras, indicando que el procedimiento 
se realizó de manera óptima. En cuanto a las proteínas de interés, se puede evidenciar un aumento 
en las densidades en las bandas correspondientes tanto en los tratamientos con los flavonoides 
como en el control positivo (Vincristina), lo anterior indica la inducción a la activación de 
caspasas-3 y 7 que como se menciona anteriormente, están involucradas en el proceso de muerte 
celular apoptótico. 
También se puede evidenciar un aumento de densidad de bandas en la detección de la proteína 
p53, que al igual que las caspasas, juega un papel importante en la apoptosis, ya que entre algunas 
de sus funciones se encuentra la regulación y expresión de genes relacionados con procesos 
apoptóticos como Bcl2, Bax, Fas, entre otros; además de esto la proteína se relaciona con el control 
del ciclo celular, lo que puede inducir a que la célula detenga el ciclo y entre en proceso de 
apoptosis. (Patiño, Palacio, Castro & Peña, 2004).  
Es importante tener en que en esta línea celular no se encuentren mutaciones en p53, por lo cual 
se verá favorecido el proceso de regulación celular y la inducción a la apoptosis.  
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CONCLUSIONES 
1. Los flavonoides CHA1 y CHA2 presentan efectos sobre la viabilidad celular de las líneas 
celulares RKO y HT-29, con valores de IC50 que presentan diferencias significativas entre 
líneas celulares, que pueden estar relacionadas con el estado de p53.  
2. Tanto CHA1 como CHA2, inducen a cambios morfológicos en las células a nivel del 
microtúbulo y núcleos, además de inducir a la célula a un estado despolarizado en ambas 
líneas celulares, lo cual desencadena al estrés y muerte celular.  
3. Los resultados obtenidos indican que los flavonoides pueden inducir a la muerte celular vía 
apoptótica en las células cancerígenas, al identificar la presencia de caspasa-3 y 7 en el 
ensayo de western blot.   
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RECOMENDACIONES 
1. Realizar el ensayo de western blot en las mismas condiciones para la línea celular HT-29, 
con el fin de determinar si los flavonoides inducen a la apoptosis , además de verificar si 
el estado de p53 influye en la activación de las proteínas caspasa-3 y 7. 
2. Determinar un posible mecanismo de acción por medio de ensayos que permitan conocer 
en que parte del ciclo celular intervienen los compuestos.  
3. Continuar con la extracción y purificación de metabolitos secundarios presentes en la 
especie Chromolaena tacotana, ya que se ha demostrado que es fuente de potenciales 
moléculas con actividad biológica, especialmente antiproliferativa.  
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ANEXOS 
Anexo 1. Tabla de ecuaciones de la recta obtenidas para hallar los valores de IC50 para CHA1, CHA2 y 
Quercetina en las líneas celulares RKO y HT-29.  
 
RKO 
Quercetina CHA1 CHA2 
y = 0,0198x2 - 2,3536x + 101,16 y = 0,0348x2 - 3,3221x + 76,264 y = 0,0384x2 - 3,5627x + 77,596 
R² = 0,8957 R² = 0,7645 R² = 0,7935 
 
 
 
 
 
 
HT-29 
Quercetina CHA1 CHA2 
Y= 0,0353x2 - 3,5311x + 96,348 y=0,0331x2 - 3,3086x + 80,002 y = 0,0332x2 - 3,3814x + 85,781 
R² = 0,9717 R² = 0,8386 R² = 0,9228 
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Anexo 2. Resultados de análisis de varianza (ANOVA) y Test de Tukey.  
Table Analyzed One-way ANOVA 
data 
  
ANOVA summary 
 
F 2287000 
P value < 0,0001 
P value summary **** 
Are differences among means statistically significant? 
(P < 0.05) 
Yes 
R square 1 
  
Brown-Forsythe test 
 
F (DFn, DFd) 2,939 (5, 12) 
P value 0,0585 
P value summary ns 
Significantly different standard deviations? (P < 0.05) No 
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ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value 
Treatment 
(between columns) 
5421 2 2711 F (1,001, 2,002) = 
2,471e+008 
P < 
0,0001 
Individual 
(between rows) 
0,00002292 2 0,00001146 F (2, 4) = 1,045 P = 
0,4315 
Residual (random) 0,00004387 4 0,00001097 
  
Total 5421 8 
   
Data summary 
     
Number of 
treatments 
(columns) 
6 
    
Number of values 
(total) 
18 
    
 
Tukey's multiple 
comparisons test 
Mean Diff, 99,9% CI 
of diff, 
Significant? Summary 
     
Q-RKO vs. CHA1 R 51,98 51,69 to 
52,27 
Yes **** 
Q-RKO vs. CHA2 R 52,15 51,85 to 
52,44 
Yes **** 
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Q-RKO vs. Q-HT29 -83,09 -83,38 to -
82,80 
Yes **** 
Q-RKO vs. CHA1 H 50,59 50,30 to 
50,88 
Yes **** 
Q-RKO vs. CHA2 H 48,68 48,39 to 
48,98 
Yes **** 
CHA1 R vs. CHA2 R 0,1682 -0,1246 to 
0,4610 
No ns 
CHA1 R vs. Q-HT29 -135,1 -135,4 to -
134,8 
Yes **** 
CHA1 R vs. CHA1 H -1,386 -1,679 to -
1,093 
Yes **** 
CHA1 R vs. CHA2 H -3,296 -3,588 to -
3,003 
Yes **** 
CHA2 R vs. Q-HT29 -135,2 -135,5 to -
134,9 
Yes **** 
CHA2 R vs. CHA1 H -1,555 -1,847 to -
1,262 
Yes **** 
CHA2 R vs. CHA2 H -3,464 -3,757 to -
3,171 
Yes **** 
Q-HT29 vs. CHA1 H 133,7 133,4 to 
134,0 
Yes **** 
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Q-HT29 vs. CHA2 H 131,8 131,5 to 
132,1 
Yes **** 
CHA1 H vs. CHA2 H -1,909 -2,202 to -
1,617 
Yes **** 
 
Anexo 3. Áreas calculadas para las bandas de las proteínas de interés identificadas en western 
blot 
 α-tubulina AREA DENSIDAD 
CN 65.727.137 1.0 
CHA1 63.552.602 1.0 
CHA2 65.326.602 1.0 
CP 65.405.723 1.0 
 
 P53 AREA DENSIDAD 
CN 43.932.622 1.0 
CHA1 51.267.673 1.2 
CHA2 50.654.915 1.2 
CP 51.213.108 1.2 
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CASPASA-7 AREA DENSIDAD 
CN 22.732.137 1.0 
CHA1 28.265.693 1.2 
CHA2 27.346.350 1.2 
CP 31.656.773 1.4 
CASPASA-3 AREA DENSIDAD 
CN 35.879.865 1.0 
CHA1 45.468.693 1.3 
CHA2 42.246.300 1.2 
CP 39.587.279 1.1 
